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RESUMO - Racional - O controle do sangramento na hepatectomia é um desafio para os

cirurgides. A clampagem do pediculo hepatico é manobra cirlrgica que pode promover
reducdo do sangramento, mas provoca isquemia hepatocelular. Isso, junto com a
reperfusdo depois que a clampagem termina, leva a lesdo de isquemia e reperfusao.
Objetivo - Examinar os efeitos da lesdo de isquemia e reperfusdo no figado apds
clampagem continua e intermitente do pediculo hepatico, usando a quantificagdo de
apoptose como ferramenta. Método - Vinte coelhos New Zealand foram divididos em
grupos 1 (controle), 2 (60 minutos de isquemia continua) e 3 (60 minutos de isquemia
intermitente alternando 12 minutos de isquemia e trés minutos de reperfusdo). Bidpsias
hepéticas foram colhidas antes e ao fim da isquemia e apds seis horas de reperfusao,
guando os animais eram sacrificados. Os fragmentos obtidos foram submetidos a analise
histologica e histoquimica (reacdo de Tunel). Campos microscépicos foram analisados
para caracterizacdo e quantificacido de apoptose. Resultados - A isquemia levou
a elevacdo do indice apoptdtico em ambos os grupos experimentais em relagdo aos
controles, mas similar entre eles. Depois da reperfusao os indices voltaram aos valores
iniciais. Conclusdo - A clampagem do pediculo hepético, tanto continua quanto
intermitente, induz a apoptose em células hepéticas de modo igual.

ABSTRACT - Background - The control of bleeding in hepatectomy is a challenge for

surgeons. The hepatic pedicle clamping is a surgical maneuver that can provide reduction
in bleeding, but it provokes a hepatocellular suffering. This, along with reperfusion after
the clamping finishes, leads to an injury known as ischemia/reperfusion injury. Aim - To
examine the effects of the ischemia/reperfusion injury on the liver after continuous and
intermittent hepatic pedicle clamping in an animal model, using the quantification of
apoptosis for evaluation. Method - Twenty New Zealand rabbits were assigned to groups
1 (control), 2 (60 minutes of continuous ischemia) and 3 (60 minutes of intermittent
ischemia alternating 12 minutes of ischemia and three minutes of reperfusion). Liver
biopsies were collected before ischemia, at its end and after six hours of reperfusion,
when the animals were killed. The liver fragments were subjected to histological analysis
(paraffinization and hematoxilin-eosin staining) and histochemical (Tunel reaction).
Microscope fields of view were scanned for characterization and quantification of
apoptosis. Results - Ischemia led to an increased apoptotic index in both experimental
groups in comparison to controls, but similarly between them. After the reperfusion, the
indexes returned to baseline values. Conclusion - Clamping of the hepatic pedicle, either
continuous or intermittent, induces apoptosis in liver cells in a similar way.

INTRODUCAO

controle do sangramento na cirurgia hepatica continua sendo
grande desafio para os cirurgides. As técnicas de controle incluem
a clampagem do pediculo hepatico proposta por Pringle* e a

exclusdo vascular total, entre outros. O objetivo comum é reduzir a hemorragia
do parénquima hepatico, permitindo ao cirurgido realizar o procedimento sem
sangramentos que possam interferir na morbidade e mortalidade.

Um efeito adverso da clampagem do pediculo hepético é a isquemia do
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orgao, que juntamente com a sua reperfusdo determina a
lesdo de isquemia e reperfusao (LIR). Até um certo limite,
os pacientes irdo responder melhor aos danos causados
pela LIR do que aos causados por hemorragias extensas
e multiplas transfusdes. Ela resulta em insuficiéncia
microcirculatéria, seguida de morte celular, de modo
que proteger os hepatocitos desse evento é importante
para a cirurgia de figado. Varios mecanismos tém sido
propostos para explicar a LIR, mas a sua fisiopatologia
ainda ndo é inteiramente clara’2027:2930,

A apoptose é um tipo especial de morte
celular, onde a célula é estimulada para desencadear
mecanismos que culminardo com a sua propria morte.
Por isso também é conhecida como suicidio celular®. Ela
parece ser importante em situacdes de stress oxidativo
e como um mecanismo de morte celular na LIR*2.

A clampagem intermitente do pediculo hepatico,
em que periodos curtos de clampagem sao intercalados
com reperfusdo, pode ser uma forma de minimizar o dano
celular, porque impede isquemia quente prolongada*%,

Este estudo teve como objetivo analisar a LIR
hepatica apds clampagem continua ou intermitente do
pediculo hepatico, utilizando a quantificacdo da apoptose
no figado como marcador. Dessa forma, diferentes
niveis de inducdo de apoptose poderiam demonstrar a
superioridade de um método sobre o outro, garantindo
maior protecdo ao parénquima hepatico.

METODOS

Vinte coelhos albinos adultos machos (Oryctolagus
cuniculus) com e peso médio de 2218+ 404 g (Fazenda
Veterinaria em Igarapé, MG, Brasil) foram submetidos
a quarentena clinica, alojamento, avaliacdo individual,
com fornecimento de agua e ragdo ad libitum. Os
animais foram divididos aleatoriamente em trés
grupos: controle (n=5), isquemia continua (n=8) e
isquemia intermitente (n=7). Todos os procedimentos
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Minas Gerais (Certificado de Aprovacdo n © 170/2006)
e obedeceram a padrdes internacionais.

O jejum pré-operatério foi de 12 horas para
sélidos. Ndo houve jejum para liquidos. Os animais
foram submetidos a dois procedimentos cirdrgicos,
definidos como operacdo inicial e operacdo final,
realizados com um intervalo de seis horas. Anestesia,
operagoes e eutanasia (realizada imediatamente apds
a segunda operacdo) foram realizadas seguindo o
protocolo publicado em nossa instituicao?.

Os animais nos grupos experimentais de isquemia
foram submetidos a laparotomia, bidpsia hepatica,
isquemia continua ou intermitente durante 60 minutos
e a nova bidpsia hepatica imediatamente apds a
reperfusdo; a seguir, eram acomodados em gaiolas para
recuperagao pos-operatoria. Seis horas apos a operacao
inicial, eles foram anestesiados e submetidos a outra
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laparotomia com bidpsia hepatica, seguida de eutanasia.
As bidpsias foram obtidas por meio de incisdo em cunha
do lobo direito e puncdo usando kit comercial Hepafix®.
Os momentos das coletas das bidpsias foram nomeados
em sequéncias como T1, T2 e T3. A clampagem do
pediculo hepatico foi feita como descrito por Pringle®
utilizando um laco e um anel de latex, e a intermiténcia
foi obtida alternando periodos de 12 minutos de
isquemia com trés minutos de reperfusao.

Morfometria

Osfragmentos hepaticos foram colocados emfrascos
individuais identificados contendo 10% de formaldeido
tamponado e processados rotineiramente com inclusdao
em parafina, corte e coloragdo com hematoxilina-eosina
(HE) ou TUNEL para detectar a fragmentagdo do genoma
in situ / caracterizacao da apoptose.

Foi utilizado um kit comercial para deteccdo in
situ da fragmentacdo do genoma (FragEl Klenow DNA
fragmentation Detection Kit - QIA21 no catélogo,
Calbiochem /Oncogene, disponivel nositio daweb http://
calbiochem.com/), seguindo o protocolo especificado
pelo fabricante. O tecido foi desparafinizado por imersao
em xilol e alcool em dilui¢cdes decrescentes e em seguida
lavado duas vezes com agua destilada. A peroxidase
endogena foi inativada pela cobertura das sec¢bes com
perdxido de hidrogénio a 3% durante cinco minutos. O
tecido foi entdo lavado em PBS e imerso em solucdo
de tampdo de equilibrio. Os cortes foram cobertos
com TdT (transferase terminal de deoxinucleotideos),
UTP e digoxigenina e colocados em atmosfera mida a
37°C durante duas horas; em seguida foram incubados
durante 10 minutos em tampao de lavagem e parada. A
seguir, foram colocados em uma camara umidificada a
37°C durante 18 horas (incubagdo overnight) com um
conjugado anti-digoxigenina peroxidase. As laminas
foram novamente imersas em PBS, e, em seguida
imersas durante seis minutos em diaminobenzina
(revelacdo da reagdo), lavada com agua destilada,
coradas com o corante metil green e montadas para
avaliacdo microscopica. As laminas foram examinadas ao
microscépio dptico e imagens dos campos histoldgicos
foram digitalizadas e analisadas com um software de
morfometria (UTHSCSA Image Tool para Windows®) a
fim de obter o indice apoptodtico.

Cada corte histologico com a coloracdo HE teve
campos aleatérios capturados em formato digital em
aumento de 400x. Foram feitas, pelo mesmo observador,
as contagens dos hepatdcitos em apoptose e dos
hepatdcitos totais em cada campo. As células foram
consideradas como apoptodticas quando apresentavam,
pelo menos, trés dos seguintes achados: 1) anoiquia
(retragdo celular com perda da adesdo com as células
vizinhas); 2) condensagao citoplasmatica; 3) condensacdo
nuclear (condensacdo da cromatina nuclear, as vezes
permeando a parte superior da membrana nuclear
e exibindo figuras de “crescentes”; 4) fragmentacdo
nuclear; 5) formacao de corpos apoptéticos (Figura 1).
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FIGURA 1 - Identificagdo de apoptose em um campo
microscépico digitalizado. A seta aponta uma
célula apoptotica com condensacdo nuclear e
anoiquia. Hematoxilina-eosina, 400x
A quantificacdo da apoptose foi realizada por teste
cego por um unico observador. O indice apoptotico (IA)
foi calculado pela seguinte férmula:

IA = (hepatocitos apoptéticos / hepatdcitos totais) x 100

O coeficiente de variancia (CV) foi utilizado
para determinar o nimero minimo de campos de
visdo necessariamente analisados a fim de obter a
significancia estatistica. O método consistiu em obter
sub-grupos de amostragem menor entre 100 campos
diferentes de uma lamina corada com HE escolhida
aleatoriamente na amostra total. Sub-grupos foram
escolhidos aleatoriamente com um nudmero crescente
de campos e os coeficientes de variancia obtidos para
cada sub-grupo foram tracados num grafico, onde a
curva foi obtida. Assim, o nimero minimo de campos
representativos foi encontrado quando o aumento do
numero de campos nao resultou na reducdo significativa
do valor do CV, que ocorreu apos a contagem de 12
campos, como observado na Figura 2.
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FIGURA 2 - Resultado da andlise para determinacdo do
nimero minimo de campos representativos
(com curva de tendéncia)

A validacdo dos resultados obtidos com a analise
morfométrica das laminas coradas com HE foi feito

com reacdo de TUNEL em laminas aleatoriamente
selecionadas na propor¢cdo de 20% de todas as
laminas, uniformemente distribuidas pelos diferentes
grupos. Estas laminas foram submetidos a reacdo de
TUNEL como descrito anteriormente. Os campos com
ampliagdo de 400X foram digitalizados do mesmo
modo como descrito para as laminas coradas com HE.

Anélise estatistica

Os dados obtidos neste estudo foram classificados
como varidveis continuas paramétricas e foram
apresentados como média + desvio-padrao. O teste
de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a
normalidade da amostra e do teste t de Student com
amostras independentes (entre os grupos) e amostras
emparelhadas (andlise intra-grupo). A significancia foi
considerada quando os valores de p foram inferiores
a 0,05. SPSS® e GraphPad Prism® para Windows® eram
do software utilizado.

RESULTADOS

Todos os animais demonstraram comportamento
normal durante a realizacdgo do estudo, sem
manifestacdes clinicas de doenca. Nao houve
necessidade de substituicdo de qualquer animal. Nao
houve complicagdes pré, trans ou pos-operatorias.
Cerca de trés a quatro horas apos a operacao inicial, os
animais estavam acordado e em movimento.

Quantificacao de apoptose

As médias dos IA obtidos para diferentes grupos
e tempos apresentaram distribuicdo normal, de acordo
com o teste de Kolmogorov-Smirnov, que apresentou
distancia = 0.1746 (p>0.10, alfa=0.05).

A distribuicdo das médias de IA ocorreu com
uniformidade do indice no grupo controle e elevagao
apds a intervencdo nos grupos de isquemia, que
retornou a indices proximos dos iniciais apos seis horas
de reperfusdo (Tabela 1).

Médias T1 (0) T2 (1h) T3 (6h)
Grupo 1 (controle) 7,32 7,36 7,32
Grupo 2 (isquemia continua) 7,77 8,78 7,83
Grupo 3 (isquemia intermitente) 7,93 8,64 7,79

TABELA 1 - Médias dos indices apoptdticos nos grupos,
de acordo com o momento do experimento
(tempo)

No grupo controle ndo houve diferenca entre os
IA em nenhum momento do protocolo. Nos grupos de
isquemia encontrou-se diferenca no final da isquemia
em relagdo ao inicio do experimento, e a reperfusao foi
capaz de alterar o IA em relagdo ao final da isquemia,
em reducao para valores iguais aos encontrados no
inicio do experimento. O resultado da analise intra-
grupo esta sumarizada na Tabela 2.
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IAL-IA2 038 018 08l 0666

g:tpr‘c’)lle IA2-IA3 046 022 098 0,664
IA1-IA3 008 017 074 0920

IA1-1A2 -1,01 056 020 0,001*

Isquef:i‘;p;f‘ inua 1A2-1A3 095 053 019 0002*
IAL-IA3 -057 059 021 079

IAL-IA2 -071 047 018 0,007*

Isquem?;“i':t‘;rfn tente 1A2-1A3 085 079 030 0,030*
IAL-IA3 014 039 015 0375

TABELA 2 - Anélise pareada dos indices apoptoticos

A qualificacdo pelo método de TUNEL para esses
resultados obtidos foi feita por amostragem, onde para
um mesmo animal obteve-se campos TUNEL antes e
apos a isquemia e observou-se a presenca de coloragao
variando de fraca para forte (Figura 3).
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FIGURA 3 - Campo microscopico mostrando coloragdo por
TUNEL antes e depois da isquemia, qualificando
o resultado da contagem para obtencdo do
indice apoptotico (TUNEL, 400x).

A analise inter-grupos demonstrou que os IA dos
grupos eram iguais antes da isquemia. Ela produziu
diferenca entre os indices de ambos os grupos emrelacdo
ao grupo controle. Os resultados estdo sumarizados na
Tabela 3 que mostra, também, que ndo houve diferenca
de IA entre os grupos e controles apos a reperfusao.

DISCUSSAO

Os trabalhos disponiveis na literatura que estudam
a LIR hepatica com modelos animais sdo numerosos e
focam em diferentes variaveis, incluindo o modelo animal,
método e tempo de isquemia, isquemia intermitente,
pré-condicionamento isquémico e condicionamento
isqguémico remoto’®®. Este estudo teve como objetivo
identificar, entre dois métodos de clampagem do
pediculo hepatico (métodos que apresentam diferencas
técnicas, com vantagens e desvantagens em ambos os
lados), qual produz menos dano ao figado.

Sabe-sequeaLIR hepatica é consequénciadeisquemia
normotérmica ou hipotérmica seguida por reperfusdo. A
disfuncéo tecidual é secundaria a esses eventos. A duracdo

da isquemia influencia o grau de lesdo, embora muitas das
lesOes aparecam na fase de reperfusdo®’18202°,

Existem algumas ferramentas para avaliar o grau de
dano provocado pela LIR, incluindo marcadores séricos
com graus variados de especificidade, marcadores
especifico de tecido, morfometria eimunoistoquimicat*?,
Ndo had abordagem de consenso de qual método é
melhor para o clampeamento do pediculo hepatico e
muitos autores apresentam diferentes resultados*?%,
O Instituto Cochrane de Revisdes Sistematicas publicou
um artigo em 2007 que mostra a evidéncia de que a
clampagem intermitente é segura, mas nao diminui a
morbidade do procedimento, sem qualquer evidéncia
clinica aparecendo até aquele momento®.

O uso de coelhos permite o estudo da LIR em um
modelo de isquemia hepatica total, ao contrario de
outros roedores, em que os modelos podem ser usados
apenas com clampagem hepatica parcial ou subtotal
(que nao reflete as situacdes que ocorrem na clinica, em
muitos casos) ou com a adigdo de complicacdes técnicas.
Observou-se que esses animais toleram a isquemia
por 60 minutos com baixa mortalidade e submeté-
los a isquemia intermitente ndo produz mortalidade®.
Diferentes modelos de isquemia intermitente tém sido
descritos e aqui foi escolhido um deles, considerando-
se que apds 10 a 12 minutos de isquemia, trés a cinco
minutos de reperfusdo sdo suficientes para restaurar a
oxigenacao tecidual intra-hepatica®?*%, Neste estudo, a
diferenca entre o tempo de isquemia total nos grupos
continuo e intermitente (60 versus 48 minutos) ocorreu
para mimetizar as situacdes clinicas reais experimentadas
durante os procedimentos cirtrgicos®.

A apoptose é provocada por isquemia, ndo so
no figado, mas também em outros érgdos. Diferentes
trabalhos mostraram aumento naintensidade da apoptose
secundaria a LIR e descobriram que a sua ativagdo ocorre
durante a reperfusdo precoce, isto é, apenas apos o final
da isquemia no figado. Finalmente, a apoptose parece ser
um modo predominante de morte celular em LIR lesdo
hepatica durante a isquemia quente??!3,

A utilizacdo de TUNEL para avaliar a apoptose em
células do figado e em situacbes de isquemia de varios
orgdos € um consenso na literatura®'7.%, Em um modelo
experimental em ratos Sprague-Dawley, Baier et al.
descobriram que, apds 15 minutos de isquemia, houve
inducdo de apoptose detectavel por TUNEL em tempos
de reperfusdo que variaram de 30 minutos a duas horas.

O bloqueio da apoptose foi proposto™® para protecao
celular durante a isquemia e reperfusdo hepaticas.
Crenesse et al’ provocou isquemia intermitente em um
modelo experimental, resultando em redugéo de apoptose
com diferenca significativa na expressdo de TUNEL entre
esse tipo de isquemia, isquemia continua e controles, e
apresentou o IA como um método eficiente para quantificar,
em valores continuos, a apoptose no figado.

Existem resultados varidveis em  estudos
quantitativos mostrando 5-80% de apoptose apds
isquemial®t®l’  Estudos isolados, no entanto, nao
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mostraram apoptose? ou encontraram necrose como
o achado dominante®. Nesses estudos, no entanto, o
tempo de isquemia pareceu ser excessivo.

Os IA avaliados por andlise pareada nos grupos
isquemia continua e intermitente, elevaram-se apds o
periodo de isquemia e retornaram aos valores iniciais
apos seis horas de reperfusao. Independentemente, os
IA entre os grupos de isquemia ndo mudaram de um
grupo para outro, de modo que os IA nesse estudo
nao demonstraram diferenca entre os métodos de
clampagem. Isso ndo aconteceu com outros autores
que relataram diferenca entre IA na isquemia continua e
intermitente ou citaram diferenga, mas ndo quantificada®.

Finalmente, o Ultimo aspecto a discutir é o uso
de coloracdo HE padrédo, sem utilizacdo de reacao
histoquimica e imunoistoquimica para quantificar a
apoptose, que encontra subsidios na literatura2?6. A
facilidade de utilizagdo, apds treinamento adequado,
proporciona baixo custo uma vez que reduz a
quantidade de reagdes histoquimicas realizadas.

CONCLUSAO

Baseados nos resultados desse estudo, os autores
concluem que ha apoptose apods clampagem do
pediculo hepatico, mas ndo houve diferenca em sua
expressao entre os métodos continuo ou intermitente;
portanto ndo se pode determinar, com essa ferramenta,
superioridade de um método sobre o outro.
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